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摘要 : 超 氧 化 物 上 收 化 酶 (SOD) 是 一 种 重要 的 抗 氧化 酶 , 在 昆虫 抗 氧 化 保护 过 程 中 起 着 重要 作用 。 本 研究 通过 RT- 
PCR ERKE T Zt Musca domestica MdSOD3 基因 (GenBank 登录 号 为 JQ408979) , cDNA 序列 817 bp, 开放 阅读 
框 534 bp, 推导 的 多 肽 序列 含有 177 个 氨基 酸 。 同 源 性 分 析 及 NJ 法 系统 分 析 表 明 M4dS0D3 与 其 他 物种 的 Cu/ 
ZnSOD KZH. KIGE E PCR 检测 该 基因 在 家 蝇 幼 虫 脂肪 体 、 肠 、 表 皮 和 血细胞 中 不 存在 差异 表达 ; 在 受到 不 
同 浓度 重金 属 Cd “刺激 时 ，MdSOD3 基因 呈 诱 导 性 表达 , 5 mmol/L 时 表达 量 最 高 。 通 过 RNAi 策略 技术 成 功 敲 低 
MdSOD3 表达 水 平 。 将 RNA 干扰 60 h 的 幼虫 置 于 5 mmol/L Cd 处理 24 h 后 死亡 率 明 显 升 高 , 并 且 出 现 中 毒 表 
Zo NBT 活性 染色 检测 到 体外 重组 表达 的 MdSOD3 具有 明显 的 酶 活性 。 结 果 提 示 MdSOD3 基因 可 能 在 家 蝇 抗 逆 
防御 过 程 中 起 着 重要 作用 。 
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Identification of the gene MdSOD3 and its role in resisting heavy metal 


stress in housefly ( Musca domestica ) 

TANG Ting, GAO Yi-Fu, LIU Yan-Juan, GE Xu-Dong, LI Xiang, LIU Feng-Song' ( College of Life 
Sciences, Hebei University, Baoding, Heibei 071002, China) 

Abstract: As a member of the antioxidant enzymes, superoxide dismutase ( SOD) plays a key role in 
insect antioxidant protection system. In this study, the full-length cDNA of a SOD gene MdSOD3 
( GenBank accession no. JQ408979) from the housefly, Musca domestica, was cloned and characterized 
by RT-PCR, which is 817 bp in length, the open reading frame is 534 bp encoding 177 amino acid 
residues. The homologous alignment and phylogenetic tree indicate that the MdSOD3 from housefly 
belongs to Cu/ZnSOD family. The temporal expression profiling revealed that MdSOD3 was present in the 
fat body, gut, hemocytes and cuticle. The expression of MdSOD3 was enhanced by Cd stress. The 
highest expression level was found in treatment at 5 mmol/L Cd^* within a 24 h period. Quantitative PCR 
(qPCR) showed that mRNA level of MdSOD3 gene was reduced compared to the control by RNAi. High 
mortality was observed in the larvae treated with dsRNA of MdSOD3 for 60 h at 5 mmol/L Cd stress for 
24 h. The RNAi of MdSOD3 gene resulted in the larval abdominal apex to become black. The results 
suggest that MdSOD3 may play an important role in adapting to heavy metal stress in housefly. 
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Ti ES (reactive oxygen species, ROS) 在 昆虫 先 
天 免疫 系统 中 具有 重要 作用 〈Yamamoto et al., 
2005) , 它 包括 超 氧 阴离子 目 由 基 (0， 0. ESL BH 
基 ( " OH) , E SE ( HOZ )、 烷 氧 基 (RO )、 烷 过 
FÆ (ROO), ROS 能 够 激活 信号 转 导 以 及 调节 细 
胞 增长 、 凋 亡 等 不 同 过 程 , 生命 体 在 正常 代谢 过 程 
中 产生 ROS, 它 的 产生 和 清除 维持 着 动态 平衡 。 但 


是 当 生 物体 处 于 逆境 胁迫 条 件 时 会 打破 ROS 的 动 
态 平衡 , 使 得 细胞 中 ROS 浓度 升 高 ,各 不 能 及 时 清 
RAE ROS 恢复 平衡 , 则 会 引起 生物 膜 的 过 氧化 
损伤 , 甚至 对 细胞 的 脂 类 、 重 日 或 DNA 造成 严重 损 
伤 (Jaramillo-Gutierrez et al., 2010) , 

生命 有 机 体 在 进化 过 程 中 形成 并 发 展 了 清除 
ROS 的 系统 , 例如 抗 氧 化 酶 系统 和 非 酶 性 小 分 子 抗 
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氧化 系统 。 超 氧化 物 歧化 酶 (superoxide dismutase, 
SOD) 属于 抗 氧 化 酶 系统 , 在 抗 氧 化 过 程 中 发 挥 了 
重要 的 调节 功能 , 是 有 机 体 抵抗 目 由 基 或 氧 胁迫 的 
第 一 道 防线 。 一旦 体内 ROS 浓度 过 量 增加 ，SOD 
被 大 量 诱 导 生 成 , 催化 ROS 发 生 歧 化 反应 生成 水 
MIREA, 最 终 消 除 ROS, 帮助 机 体 适应 坏 境 ， 
免 受 损伤 。 

SOD 是 一 种 广泛 存在 于 动 植物 和 微生物 中 的 
金属 酶 , 根据 歼 合 的 金属 离子 不 同 主要 分 为 3 类 : 
MnSOD, FeSOD 和 Cu/ZnSOD, B 1939 4E, Mann 
和 Keilin MA ffl FP 27 ES 8 — RP gc] XE 45 23 ILS] A 
BJ4x S SEI, 并 由 McCord 和 Fridovich F 1969 年 根 
据 该 重 日 的 酶 活性 特性 定名 为 超 氧 化 物 长 化 酶 以 
K, 人们 对 它 的 研究 不 断 深入 。SOD 被 认为 在 生物 
体 免 疫 及 抗 逆 系统 中 具有 重要 作用 。 细 菌 、 病 毒 感 
染 、 高 温 胁 迫 以 及 重金 属 均 可 诱导 SOD 的 水 平 升 
高 (Kim et al., 2007; Zhang et al., 2007) 。 尽 管 
SOD 在 一 些 细 丙 、 吸 虫 、 鲍 鱼 、 牡 师 以 及 对 是 等 物 
种 中 研究 较为 广泛 , 但 是 有 关 昆 虫 家 蝇 的 SOD W 
究 还 相对 较 少 。 

zx Musca domestica 隶属 于 昆虫 纲 ( Insecta)， 
IA H ( Diptera) , 是 一 种 全 球 性 分 布 的 昆虫 , 对 环 
境 表现 出 很 好 的 适应 能 力 , 可 作为 模式 生物 来 研究 
动物 的 抗 逆 机 制 。 本 人 研究 为 了 深入 了 解 SOD 在 动 
物体 内 抵抗 重金 属 胁迫 过 程 中 的 作用 , 通过 搜索 本 
实验 室 测 得 的 家 蝇 转 录 组 数据 库 (Liu et al., 2012) ， 
得 到 一 条 Md$0D3 基因 EST 序列 (由 于 该 EST 序列 
是 本 实验 鉴定 的 第 3 个 SOD 基因 , 故 将 其 命名 为 
MdSOD3) , 分 析 了 MdSOD3 在 Cd 一 胁迫 条 件 下 的 
表达 模式 , 探讨 了 MdSOD3 基因 在 家 蝇 抵 抗 重金 属 
应 答 中 的 作用 ,并 且 体 外 表达 了 具有 活性 的 
MdSOD3 Æ Hi 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 

1.1.1 供 试 虫 源 : xi M. domestica P} hE h H E 
科学 院 动物 研究 所 何 凤 稚 老师 囊 赠 , 已 在 室内 饲养 
繁殖 多 代 , 种 蝇 饲 养 温度 条 件 25 ~ 30%C ,空气 相对 
湿度 70% 左右 ; 饲料 用 12% 的 面粉 和 80% 的 水 调 
匀 煮 成 糊 状 ,放置 蚊 干 后 再 加 896 的 糖化 曲 ，60C 
糖化 8 h, 最 后 加 入 1% 的 血 粉 和 黄粉 虫 粉 。 实 验 幼 
虫 由 本 实验 室 饲养 ,饲养 温度 25 C, ， 相 对 湿度 
50% ~70% 。 幼 虫 饲养 成 分 为 : 55 g EXC. 3 g 灭 活 


酵母 粉 和 150 mL 水 。 成 蝇 人 饲养 提供 水 、 红 糖 、 奶 
粉 (Codd et al., 2007) 。 
1.1.2. 主要 试剂 与 质粒 阔 种 : RNAiso Plus, 3x8 
HER DNA 回收 试剂 盒 、pMD18-T 载体 、SYBR 
Green 为 TaKaRa 公司 产品 ，M-MLYV 反 转 录 酶 、Taq 
DNA 桶 合 酶 为 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 产品 ， 
引物 为 南京 金 斯 瑞 科 技 有 限 公 司 合成 。L4440 质粒 
和 HT115 PRU EH SS E S I 1S SU zs Jennifer Aiello 
博士 惠 赠 。 
1.2 家 蝇 幼 虫 组 织 样品 制备 

按照 Dong 等 (2011) 方 法 ,解剖 家 蝇 3 龄 幼虫 
分 离 出 脂肪 体 、 肠 和 表皮 并 收集 血细胞 。 每 一 组 织 
取 6 组 平行 , 提取 组 织 总 RNA。 
1.3 家 蝇 幼 虫 重金 属 试 验方 法 

参考 Tang 等 (2011) 方 法 , 用 不 同 浓度 CdCl, 
溶液 (0, 0.2, 0.8, 2, 5, 10, 20, 30 mmolL) 替 代 
水 拌 家 蝇 幼 虫 饲料 ,， 取 硅 干 大 小 均一 的 3 龄 家 蝇 幼 
虫 , 处 理 24 h 后 各 取 6 头 分 别提 取 总 RNA。 
1.4 总 RNA 提取 和 反 转 录 

按照 使 用 说 明 书 , 用 RNAiso Plus (TaKaRa 公 
司 ) 提取 家 蝇 幼 虫 总 RNA, 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 
其 完整 性 后 , 利用 核酸 定量 仪 测定 其 浓度 和 纯度 ， 
各 取 2 ug 总 RNA, 以 AOLP[ 5'-GGCCACGCGTCGA 
CTAGTACTj, ( G/A/C) -3' | 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA 
(Liu et al., 2005 ) 。 
1.5 Z MdSOD3 基因 克隆 

按照 EST 序列 信息 设计 上 游 引物 SOD-F1: 5”- 
ACAAAACGGTCGGTTGAATT-', 下游 引物 SOD- 
R1; 5'-CAAGCCACCCATGAAGAGAG-3', Ll cDNA 
为 模板 克隆 验证 MdSOD3 基因 序列 。 反 应 程序 为 : 
94C 预 变 性 4 min; 94% 变性 30 s, S7% 退火 40 s, 
72% 延伸 1 min, 30 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 5 min, 
PCR 产物 经 电泳 分 离 , 切 胶 回 收 后 连接 pMD18-T 
载体 ,转化 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 感受 态 
细胞 ， 蓝 白斑 和 PCR 筛选 阳性 克隆 后 测序 。 
1.6 序列 分 析 

将 上 述 测序 结果 进行 比 对 , 利用 Bioedit 软件 
搜索 开放 阅读 框 ， 翻译 成 氨基 酸 序 列 , 在 NCBI 网 
站 上 利用 Blastp 程序 进行 相似 性 比 对 。 从 GenBank 
下 载 其 他 已 知 昆虫 SOD EAF, 利用 MEGA 4.0 
软件 对 其 进行 多 重 比 对 , 通过 NJ (neighbor-joining) 
方法 构建 分 子 系统 进化 树 。 
1.7 qPCR 检测 家 蝇 MdSOD3 基因 的 表达 定量 

根据 家 蝇 幼 虫 MdSOD3 基因 序列 设计 定量 引物 
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SOD-F2. $'-TGTCGGCCAAATCAGCTGAG-3 和 SOD- 
R2: 5'-TTCTCACCACAGGCATTCTG-3', 38 8g d 38 
片段 大 小 为 109 bp， 以 组 成 型 表达 的 B-actin 基因 
作为 内 参 基 因 ( 柳 峰 松 等 , 2011 ) qPCR 检测 家 蝇 
幼虫 不 同 组织 表 达 丰 度 以 及 重金 属 刺激 后 家 蝇 幼虫 
体内 MdSOD3 随 Cdq 浓度 的 表达 变化 。qPCR 反应 
条 件 : 95C 1 min; 95*C 20 s, 60% 10 s,，60% 实 时 
采集 菊 光 , 共 45 个 循环 。 测 定 溶解 曲线 的 反应 条 
件 : 6078] 95^C ,每 升 高 0.5 人 停留 5 s, RREK. 
1.8 构建 L4440 干扰 载体 

根据 家 蝇 MdSOD3 基因 ORF 设计 干扰 引物 ， 
上 下 游 引物 5" 端 分 别 引 入 EcoR 工 和 Xho I 酶 切 位 
点 (下 划 线 标示 ) 及 保护 碱 基 上游 引物 L-SODF: 
5'-CCGGAATTCATGGAAGCCATTGCCTATGT-3!, F 
游 引物 L-SODR: 5'-CCGCTCGAGTTACTAGCCAGTA 
CGTCGAA-3', [RB ETE AR G 26268 F1 (GFP) 引物 
L-GFPF: 5'-CCGGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAG 
GA-3', 下 游 引 物 L-GFPR. 5'-CCGCTCGAGTTACTT 
GTACAGCTCGTCCATG-3'。 将 扩 增 片段 与 L4440 dX 
体 分 别 同时 用 EcoR. 1 和 Xho 工 进行 双 酶 切 并 回收 ， 
将 酶 切 后 的 片段 和 质粒 进行 连接 后 转化 DHSa w 
Tei EUR AH T SACS HEBR AKE 60 ug/mL)LB 
固体 培养 平板 上 培养 12 h 后 , 挑 取 阳性 菌落 提取 质 
粒 进行 PCR 和 双 酶 切 检测 ， 最 后 测序 进行 验证 获 
得 重组 的 干扰 载体 L4440-SOD 和 L4440-GFP, 其 中 
L4440-GFP 作为 对 照 组 。 
1.9 dsRNA E SEX CT LR Sk Br 

将 构建 好 的 干扰 载体 转化 HT115 宿主 , 通过 
PCR 筛选 阳性 转化 子 。 阳 性 转化 子 接种 100 mL 含 
SCR TE ARR AKE 60 pg/mL) 和 四 环 素 ( 终 浓 
度 50 pg /mL) 抗 性 的 LB 新 鲜 液 体 培养 基 , 37C Hk 
荡 培 养 至 0Du =0.5, 加 入 IPTG 至 终 浓度 1 mmol/ 
[诱导 4h。 取 1mL 兰 液 提取 总 RNA, 4M 2g PS] 
dsRNA 是 否 成 功 诱 导 表 达 。 以 L4440 空 载 转化 
HT115 宿主 为 对 照 ， 按照 上 述 方法 提取 细菌 总 
RNA, 最 后 进行 电泳 检测 。 

TFHA eR aus ZH FH, 4 000 r/min 10 min 离心 收 
集 诱导 后 的 菌 体 弃 培养 基 ，150 mL KERKE 
用 。 用 150 mL FRESA REKF AI, 孵化 家 
蝇 卵 ， 同 时 对 照 实 验 以 含有 L4440-CFP 载体 菌 悬 液 
BARo 干扰 60 h 后 , 随机 选取 6 头 幼虫 分 别提 取 
RNA, 合成 cDNA, 通过 定量 引物 SOD-F2 和 SOD- 
R2, 按照 前 述 qPCR 方法 检测 MdSOD3 基因 的 
RNAi 处 理 后 表达 情况 。 














干扰 60 h 后 将 干扰 实验 组 的 家 蝇 幼 虫 放 于 合 
有 5 mmol/L Cd 的 培养 基 中 人 饲养 24 h, 每 个 实验 
点 有 5 个 平行 ， Cd“ 饲养 期 间 于 0, 12 和 24 h, 观 
察 存活 率 变 化 。 
1.10 构建 原核 表达 载体 

根据 家 蝇 MdSOD3 基因 ORF 设计 原核 表达 引 
物 ， 上 下 游 引 物 5' 端 分 别 引 入 Nde 工 和 EcoR 工 酶 切 
位 点 和 保护 碱 基 上 游 引 物 ExSODF: 5'- 
GGAATTCCATATGATGGAAGCCATTGCCTATGT-3', 
Fig 4 ExSODR: 5'-CGGAATTCTTACTAGCCAGT 
ACGTCGAA-3', VA cDNA Jy BE jx, ExSODF 和 
ExSODR 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 将 扩 增 片段 与 
pET-17b 载体 分 别 同时 用 Nde T 和 EcoR I 进行 双 酶 
切 并 回收 , 将 酶 切 后 的 片段 和 质粒 进行 连接 后 转化 
DH5a WEWE, 经 测序 验证 获得 正确 读 码 的 重组 
表达 质粒 rMdSOD3 。 
1.11 融合 蛋白 的 原核 表达 

用 重组 质粒 rMdSOD3 转化 大 肠 杆菌 BL21 
(DE3 ) 感受 态 细胞 ,同时 以 空 载 pET-17b 质粒 作为 
阴性 对 照 。 选 取 阳 性 克隆 , 在 含有 氮 下 青霉素 的 液 
体 LB 培养 基 中 于 37% , 200 r/min 摇 菌 至 ODq443A 
0.5 左右 时 ,加 IPTG 至 终 浓 度 为 1 mmol/L 进行 诱 
FRIA, 4 h 后 取样 进行 15% SDS-PAGE 以 检测 重 
组 重 日 的 表达 情况 。 
1.12 rMdSODS 蛋白 纯化 及 活性 检测 

制备 15% SDS-PAGE 胶 , 直接 将 制备 的 样品 加 
和 不 插 梳 子 的 浓缩 腕 进行 电泳 。 电 泳 后 用 250 
mmol/L KCl 快速 染色 30 min, HJK E BgA& UJ 
WEZ 5 mm K, 将 其 放 人 透析 袋 (8 000 ~ 14 000 Da) 
中 , Ed SP mA MWR, 透析 袋 内 注 满 
Tris-Cly 电解 液 , 尽量 赶 出 透析 袋 中 的 气泡 。 将 准 
备 好 的 透析 袋 放 入 Tris-Gly 电解 液 的 水 平 核酸 电泳 
TB, 100 V 稳 压 3 上 后 调换 透析 和 袋 正 负电 极 方 同 电 
WK 30 s, 将 透析 袋 轻 轻取 出 收集 透析 袋 中 保留 液 ， 
取 适 量 进行 Native-PAGE 电泳 检测 。 采 用 李 建 武 等 
(2000) Z = PU RE ( NBT ) 法 检测 纯化 后 的 MdSOD3 
集 日 活性 。 
1.13 数据 统计 与 分 析 

利用 2 ^ 1k (Livak and Schmittgen，2001 ) ， 
参照 柳 峰 松 等 (2011 ) 方法 以 整 头 幼虫 表达 量 设 为 
对 照 , 计算 MdSOD3 在 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 ; 
以 正常 条 件 下 未 经 Cd 处理 的 幼虫 MdSOD3 表达 
量 设 为 对 照 , 计算 MaSOD3 在 重金 属 胁迫 条 件 下 的 
表达 量 。 分 别 计 算出 2 …“" 值 和 标准 误 (SE) , 使 用 
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SPSS 13.0 软件 进行 :检验 (n =6) 来 比较 处 理 组 和 SARM, 理论 分 子 量 为 18. 5 kD。 在 NCBI 进行 


对 照 组 的 差异 。 Blastp 同 源 搜索 ， 比 对 结果 表明 所 得 MdSOD3 氨基 
酸 序列 与 地 中 海 实 蝇 Ceratitis capitata 氨基 酸 序 列 
2 £z E 一 致 性 (identity) 最 高 (70% ) ， 与 家 晶 M. domestica 
MdCu/ZnSODI (GenBank 登录 号 : JF919738) 氨基 
2.1 ZIE MdSOD3 基因 cDNA 序列 分 析 酸 序列 的 一 致 性 为 53%, 与 MdMnSOD2 (GenBank 


经 过 PCR 元 隆 测 序 验 证 ,获得 家 蝇 MdSOD3 登录 号 : JF919739) 氨基 酸 序 列 的 一 致 性 较 低 , 4X 
基因 cDNA 序列 817 bp, 此 序列 包含 534 bp 完整 的 。 为 14%, 由 于 它 是 本 实验 鉴定 的 第 3 个 SOD 基因 ， 
开放 阅读 框 (ORF), 5' 末 端 非 翻 译 区 240 bp, 3 末 故 将 其 命名 为 MdSOD3 ( GenBank 登录 号 为 
端 非 翻 译 区 43 bp( 图 1)。 推 导 的 多 肽 序列 含有 177 JQ408979)。 


1 ACAAAACGGTCGGTTGAATTGATTCCAAAACTCAAAGTAAATATAGCAGCGCAACTCTTTCGGCTTAAATTCAATTCAATTTTCTTTCTGTGAATTGAAAAAAGCCAGTTAGTCTCGCGG 
121 CCAGTTGAATTGATTTCAAGAACAGCAGCGATAACCATCACTATGAATGCTTGGCAATTGTTAATAACATTAATGGCCATTACGGCTGTGTCGGCCAAATCAGCTGAGAAAAATACCCGC 
241 ATGIGAAGCCATTGCCTATGTGACGGGACCCGTAGTTGTTGGCAATGTGACCTTCATACAGAATGCCTGTGGTGAGAATGTCCATGTTCACGTCAGTCCGGCCTGCTTGACACCGGGTAAA 
1 M E AÀ IL A Tw To PY YV VY GNY TF leQ@N AC SG ENY HY HY ss PACL T PG K 
361 CATGGTTTCCATGTCCACGAGAAGGGAGATTTGTCTAATGGCTGTGCCAGTTTGGGAGGACATTTCAATCCCGATAAGATGGATCATGGCGGTCCCCGTGATGAGGTACGCCACGTTGGT 
4] H 6G FHY¥YHEKGDLSNGCASLGGHFENPDKHMDHGGPRDEVRHVG 
481 GACTTGGGCAACATTGAGGCCAATGCCAATGGTGTCGTCGACACAACATTCACCGATCACTTGATCAGTTTGACGGGCAAACGAA CAATCGTCGAACGCGGTTTGGTGGTGCACGAGGAG 
81 D LGNIEANANGYV™ YDTTFETDHLISLTGOKRTIVERGLYVVHEE 
601 ATCGATGACCTTGGTAAAACTTGCCATCCCAATTCTAAAAAAACTGGTGATGCTGGTGGTCGTCTTGCTTGCGGCGTTATCGGTGTAAATGACGATTCGTGCCCTTGCGGTGATAGGTGG 
121 I DD LG EKT CHP NS KK To DAGG RL ACGYVY I ocVv NDDPD» CP CoeD RW 
721 ATGATCGTATTAGCTTTAGCGGTTAAGCTGGTAATTCGA CGTACTGGCTGQTAAICTGTATTG GTCCAATTITGTGCCCTCTCTTCATGGGTGGCTTG 

161 M LY LA& b AVE .LYIRERKETGSGSSMS 


图 1 Z$ MdSOD3 cDNA 及 其 推导 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 1 The complete nucleotide and deduced amino acid sequences of MdSOD3 from Musca domestica 
加 方 框 ATG 和 TAA 分 别 表 示 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 。The boxed ATG and TAA indicate the start codon and the stop codon, respectively. 


M.domestica MdSOD3 -+ 
M.domestica MdSODI MAEIKVEFAVOMTGEQWENNIRNALSGMGKLEVDNQOGRII VHTKEPWYWILOEKBEBITGC 
C.capitata Cu/ZnSOD | |  ----- «ree eR Sr rrr 
G.marsitans CUZnSOD1 — | ----- RII MFTTRS S TESTERA) F LG 
A.gambiae Cu/ZnSOD2 =  ---------------- WIK KAL Bi IAT VL 
C.quinquefasciatus Cu/ZnSOD2 ---------- J X P WIK KAL RRAN I F G 
A.aegypti CZaSOD |  ----- -1 WIK RAL ERARA VS 







M.domestica MdSOD1 KAVLAGF GCA v ESSIN T TORD VDR C Pigo Hr a 1 RN DKEA CRV HD 
C.capitata CUZaSOD  ----------- MER | Re HXGJ....- V MK [eR I 加 NGN - MEE G 
G.marsitans Cu/ZnSODI1 LAGCYAEKTSK I ERSA IWA TERAK NNV V P TERRARUM Eo GIAN - 
A.gambiae Cu/ZnSOD2 CVVLAK- -DBEEKESWASISIEC - - - -E : : 
C.quinquefasciatus Cu/ZnSOD2 
A.aegypti Cu/ZnSOD C 


M.domestica MASOD3 ----------- MEEWISEAHTERJ- ---- TH TEA : [SENSN - 





M.domestica MdSOD3 HVHEKGDLSNG 
M.domestica MdSODI HVHE 加 GDVS 图 G 
C.capitata Cu/ZnSOD HVHEKGDLTNA 
G.marsitans Cu/ZnSODI 
A.gambiae Cu/ZnSOD2 

C.quinquefasciatus Cu/ZnSOD2 I 
A.aegypti Cu/ZnSOD HIHERGDLS5DG 


M.domestica MdSOD3 
M.domestica MdMSODI 
C.capitata Cu/ZnSOD 
G.marsitans Cu/ZnSODI 
A.gambiae Cu/ZnSOD2 
C.quinquefasciatus Cu/ZnSOD2 
A.aegypti Cu/ZnSOD 


M.domestica MdSOD3 DRWMIVHBAALAVKLVIRRTG---------- 


M.domestica MdSODI ACDGVTMWDERYKPIAGGTRAQKL----- 
Caeapilala Cu/ZnSOD = à 3 lskwessrez -e-mo* sodo maa saed xS wá 


G.marsitans Cu/ZnSODI j LTITYLLEYLGIMLLKE I=- rras% 


SSTVI 

A.gambiae Cu/ZnSOD2 SGQQGLMPPAAVTVVFSLFLTRXVGXCRAK 
C.quinquefasciatus CUZnSOD2. .. 2222222222222. 
AaegyptiCu/ZnSOD = ^ — ak zu RE RR ORUM RARE 9 hme omn 


图 2 2&8 MdSOD3 与 其 他 昆虫 SOD 多 序列 比 对 
Fig. 2 Multiple alignment of amino acid sequences of MdSOD3 with SODs from other insect species 
SOD 序列 及 其 在 GenBank 中 的 登录 号 The SOD sequences and their GenBank accession numbers; 家 蝇 Musca domestica MdSOD3 ( JQ408979) ; Zt 
Musca domestica MdCu/ZnSOD1 (JF919738); ; 地 中 海 实 是 Ceratitis capitata Cu/ZnSOD ( AAC37228 ); W| 5 $8 Glossina morsitans Cu/ZnSODI 
( ADD19264) ; X] E EIRE Anopheles gambiae Cu/ZnSOD2 (AAS17758 ) ; Si fi FEX. Culex quinquefasciatus Cu/ZnSOD2 ( XP. 001841816) ; 埃及 全 
BY. Aedes aegypti Cu/ZnSOD ( XP. 001651859). 


3 期 唐 


MdSOD3 基因 编码 的 和 蛋 白 与 双 荡 目 其 他 昆虫 的 
SOD 有 较 高 的 相似 性 , 应 用 Clustal W 程序 对 儿 种 
X8 H B SOD 进行 多 序列 比 对 (图 2)。 利 用 
MEGA 4.0 软件 对 Cu/ZnSOD 和 MnSOD 等 多 肽 序 
列 以 NJ 法 构建 的 系统 关系 表明 : 本 实验 得 到 的 家 
ta MdSOD3 和 其 他 物种 的 Cu/ZnSOD 聚 在 一 起 ， 明 
显 区 别 于 MnSOD, 推测 本 实验 得 到 的 家 蝇 MdSOD3 
属于 SOD 家 族 Cu/ZnSOD 4x ( El 3) , 
2.2 MdSODS3 基因 的 表达 定量 

应 用 qPCR 技术 检测 MdSOD3 基因 相对 表达 量 
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时 , 发 现 溶解 曲线 尖锐 单一 , 说 明 内 参 基因 和 目的 
基因 扩 增 特异 性 较 好 (图 4: A, B) 。 组 织 特异 性 表 
达 分 析 结 果 表 明 , MaSOD3 基因 在 家 蝇 脂 肪 体 、 肠 、 
表皮 和 血细胞 均 有 表达 , 各 组 织 表 达 量 与 整 头 幼虫 
中 的 表达 量 无 显 着 性 差异 (P>0.05)( 图 5)。 不 同 
Cd 浓度 投 喂 家 蝇 幼 虫 24 h 检测 结果 显示 ， 
5 mmol/L Cd $5$ 24 h 后 MdSOD3 表达 量 显著 高 
于 对 照 组 (P<0.01), 达到 一 个 高 峰 , 随后 趋势 变 
化 缓慢 , 但 表达 量 仍然 高 于 对 照 组 (图 6)。 


Danio rerio Cu/ZnSOD NP001191151 

Salmo salar Cu/ZnSOD NP001133786 
Homo sapiens Cu/ZnSOD AAM50090 

Mus musculus Cu/ZnSOD AAD23832 
Xenopus laevis Cu/ZnSOD NP001086811 


Aedes aegypti Cu/ZnSOD XP001660067 
Cu/ZnSOD 


Glossina morsitans Cu/ZnSOD ADD19143 


Drosophila melanogaster Cu/ZnSOD AAK07691 


Musca domestica Cu/ZnSOD1 JF919738 


Nasonia vitripennis Cu/ZnSOD XP001607380 


93 
93 
85 
99 
80 
80 
86 95 
84 
83 
92 


87 


0.2 


Harpegnathos saltator Cu/ZnSOD EFN83935 


81 


84 


Apis mellifera Cu/ZnSOD XP625006 


Musca domestica SOD3 JQ408979 


Glossina morsitans MnSOD ADD18846 


83 Drosophila melanogaster MnSOD AAA20533 


Musca domestica MnSOD JF919739 
Culex quinquefasciatus MnSOD EDS44530 


85 Bombyx mori MnSOD NP001037299 


MnSOD 


86 Helicoverpa armigera MnSOD ACY70995 


Hyphantria cunea MnSOD ABL63640 


86 Xantho poressa MnSOD CAR82602 


86 Fenneropenaeus chinensis MnSOD ABB05539 


82 Macrobrachium rosenbergii MnSOD ABU55004 


图 3 家 蝇 与 其 他 物种 基于 SOD 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree of amino acid sequences of SODs from Musca domestica and other insects 


物种 拉丁 名 后 为 序列 名 及 该 序列 GenBank 登录 号 。Following the species name are the sequence name and its GenBank accession number. 
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温度 Temperature (°C) 


图 4 Z*E b-actin (A) 和 MadSOD3 (B) 扩 增产 物 溶解 曲线 
Fig. 4 Melting curve of the PCR products of B-actin (A) and MdSOD3 (B) from Musca domestica 


相对 表达 量 


Relative expression level 





2HZH Tissues 


图 5 20883 龄 幼虫 MdSOD3 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 分 析 
Fig. 9  MdSOD3 transcripts in different tissues from 


the 3rd instar larvae of Musca domestica 
1: 脂肪 体 Fat body; 2: 肠 Gut; 3: 表皮 Cuticle; 4: 血细胞 
Hemocytes; 5; X t Whole body. 不 同 处 理 实 验 组 与 对 照 组 间 无 显著 
259b (rt 检验 分 析 )。No significant difference was observed between 
different tissues and whole body (t test). 


相对 表达 量 
Relative expression level 





O(CK) 02 0.8 10 20 30 


2 5 
SES TATE 


2 a 
Cd ^ concentration (mmol/L) 


图 6 不 同 Cd "浓度 刺激 家 蝇 3 龄 幼虫 24 h 后 


MdSOD3 基因 的 表达 分 析 
Fig. 6 Relative expression level of MdSOD3 in 3rd 


instar larvae of Musca domestica exposed to 

different concentrations of cadmium for 24 h 
** ; 不 同 处 理 实验 组 与 未 处 理 对 照 组 间 存 在 极 显著 差异 (已 <0.01， 
t 检验) Extremely significant difference between different treatment 
groups and control at the 0. 01 level (t test). 图 8 和 图 9 [n] The same 
for Figs. 8 and 9. 
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2.3  BRÁKZKSE ToU A RNA 干扰 结果 

将 成 功 构 建 的 LA440-SOD 载体 转化 HT115 H 
株 进 行 表 达 ， 取 少量 菌 液 用 于 总 RNA 提取 。 电 泳 
结果 显示 诱导 前 后 的 菌 体 RNA 有 一 条 明显 差异 条 
带 ， 由 此 推测 出 现 的 差异 条 带 是 诱导 表达 的 
MdSOD3 dsRNA (图 7), XX2&7K Si EN. RH 
RNAi 投 喂 干扰 实验 。 干 扰 后 的 定量 结果 表明 , 投 
VW L4440-SOD 对 应 的 实验 组 M4S0D3 表达 量 明显 
低 于 14440-GFP 对 应 的 实验 组 (图 8)。 投 喂 干 扰 
60 h 后 的 家 蝇 幼 虫 置 于 5 mmol/L Cd “胁迫 环境 下 
处 理 24 h， 家 蝇 幼 虫 死亡 率 较 实验 对 照 组 明显 升 
高 , 干扰 组 死亡 率 达 70% , 实验 对 照 组 正常 仅 为 
5% (图 9)。 且 观察 到 干扰 组 死亡 的 忠 体 尾部 多 呈 
现 深 黑色 (图 10)。 





图 7 MdSOD3 双 链 RNA 的 诱导 表达 
Fig. 7 The induction of dsRNA of MdSOD3 
1: L4440 菌 液 诱导 RNA Hi yk The RNA extract of L4440 after 
induction; 2: L4440-SOD W i US$ RNA 电泳 The RNA extract of 
L4440-SOD after induction. 


8 08 
w ER O6 
w a A m 
c 
0.2 
0 
对 照 CK 干扰 RNAi 
图 8 RIRN RNA 菌 液 60 h 后 家 蝇 MdSOD3 基因 


Fig. 8 Knock-down of MdSOD3 expression by ingestion 
of bacteria expressing dsRNA for 60 h 
对 照 CK: HEIR LA440-GFP 的 实验 组 Feeding LA440-GFP dsRNA; F 
JL RNAi; ft L4440-SOD 的 实验 组 Feeding L4440-SOD dsRNA. 


100 


一 4 一 对 照 CK 
-—— 干扰 RNAi 


死亡 率 Mortality (oz) 
è 8 $8 


N 
© 


© 





处 理 时 间 Time(h) 

图 9 RNAi 干扰 60 h 后 Cd 处理 24 h 家 蝇 死 亡 率 变化 
Fig. 9 Changes in mortality rate of housefly after RNAi treatment 
for 60 h and then exposed to Cd^* for 24 h 
对 照 CK; JE L4440-GFP 的 实验 组 Feeding L4440-GFP dsRNA; F 

Hè RNAi; BH LA440-SOD 的 实验 组 Feeding L4440-SOD dsRNA. 


e à 
PENA 





Ty 





Mi 2 E? 。 » lt 
图 10 RNAi 干扰 60h 后 Cd 438 24 h 虫 体外 部 形态 变化 
Fig. 10 The phenotypes of housefly after RNAi treatment for 
60 h and then exposed to Cd^* for 24 h 
A: RE GFP 双 链 RNA 的 虫 体 Larva treated with dsRNA of GFP; B; 
RE MdSOD3 双 链 RNA 的 虫 体 Larva treated with dsRNA of MdSOD3. 


2.4 ZRI MdSOD3 蛋白 原核 表达 及 活性 检测 

rMdSOD3 重组 质粒 的 表达 和 宿主 菌 经 IPTG 诱导 
4 h, SDS-PAGE 电泳 结果 显示 在 18.5 kD 左右 有 明 
显 的 诱导 带 , 而 转化 对 照 pET-17b 质粒 菌 体 在 对 应 
MEKAH TEKAT, WH rMdSOD3 4E F1 TE TH 
主 菌 中 大 量 表达 (图 11) 。 

取 20 uL 电 透 析 纯 化 的 蛋 日 进行 Native-PAGE 
电泳 ,电泳 后 分 别 进行 考 马 斯 亮 蓝 染色 和 NBT 活 
性 染色 。 染 色 后 结果 显示 电 透 析 纯 化 得 到 的 蛋白 条 
带 单一 (图 12: A), 并 且 NBT 染色 显示 其 对 应 位 置 
的 rMdSOD3 和 蛋 日 具有 了 酶 活性 (图 12: B), 


3 讨论 


家 蝇 在 昆虫 生理 学 和 生物 化 学 研究 中 具有 显著 
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图 11 rMdSOD3 4& F1 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 11 SDS-PAGE analysis of rMdSOD3 protein 
M; 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 诱导 含 pET- 
17b 质粒 的 转化 菌 Induced Escherichia coli containing pET-17b; 2; 3$ 
导 含 rMdSOD3 质粒 的 转化 菌 Induced E. coli containing rMdSOD3. 


A 





图 12 纯化 rMdSOD3 和 蛋白 的 Native-PAGE 电泳 
Fig. 12 Native-PAGE analysis of the purified protein of rMdSOD3 
A: 考 马 斯 亮 蓝 染 色 Stained by Commassie blue; B; NBT 染色 Stained 
by NBT. 


的 优越 性 , 例如 抗 逆 (Shopova et al., 2009) 和 免疫 
学 人 研究 ( Ren et al., 2009; Lu et al., 2010) 领域 。 本 
实验 从 家 蝇 转 录 组 数据 库 中 鉴定 了 MdSOD3 基因 ， 
推测 其 属于 SOD 家族 Cu/ZnSOD 分 文 , 是 抗 氧化 酶 
系统 中 重要 成 员 , 对 研究 家 蝇 的 抗 逆 体 系 具有 重要 
意义 。 

MdSOD3 基因 在 不 同 物种 组 织 中 的 表达 情况 不 
尽 相 同 。 对 红 光 能 蜂 Bombus ignitus 的 Northern EJ 
迹 研究 发 现 SOD 在 脂肪 体 、 中 肠 、 肌 肉 和 头 部 均 有 
表达 ( Choi et al., 2006) , fb 4L 3j D! Chlamys farreri 
的 血细胞 、 肠 、 肌 肉 和 性 腺 均 可 检测 到 SOD 的 表达 
(Ni et al., 2007) 。 本 人 研究 发 现 MdSODS3 Æ ZX IRZ 
虫 的 脂肪 体 、 肠 、 表 皮 和 血细胞 均 有 表达 , 不 存在 


组 织 特异 性 ,而且 在 被 检测 组 织 中 表达 量 无 显著 
差异 。 
当 生 物体 遭受 胁迫 时 , 会 引起 体内 ROS 浓度 
RIS, SOD 的 生成 可 以 消除 过 量 ROS, 维持 浓度 平 
fir. zar MdSODS3 在 0.2 ~30 mmol/L Cd * 处 
JE 24 h 后 均 显 著 上 调 表达 , 说 明 MaSOD3 x gH 
具有 特异 反应 。Pruski 和 Dixon (2002) 认 为 Cd^* $E 
够 和 体内 重要 的 金属 离子 竞争 蛋白 活性 位 点 ， 导 致 
Fe^* “和 Cu “释放 从 而 引起 ROS 大 量 生成 (Xu et 
al., 2011) ,并 造成 某 些 组 织 顺 官 发 生 脂 质 过 氧化 。 
ROS 指标 升 高 或 是 组 织 受到 过 氧化 , 都 会 激活 SOD 
或 是 其 他 抗 氧 化 防御 系统 进行 调节 (Dabas et al., 
2012) 。 实 验 结果 显示 , IREK Cd * (0.2 mmol/ 
L) 可 以 诱导 MdSOD3 表达 , 并 在 $ mmol 浓度 下 
达到 一 个 高 峰 , 尽管 随后 浓度 增加 , 但 是 并 未 检测 
到 MdSOD3 表达 量 继续 升 高 的 趋势 。 推 测 可 能 原因 
是 高 浓度 的 Cd 引起 生理 代谢 功能 紊乱 ,机 能 逐 
渐 衰 竭 使 得 基因 的 表达 量 受 到 影响 。 为 了 进一步 验 
证 MdSOD3 基因 在 家 蝇 幼 虫 抵 抗 Cd 重金属 刺激 
过 程 中 的 作用 , 我 们 运用 RNA 策略 技术 成 功 获 得 
MdSOD3 RKR E, 其 在 Cd 刺激 下 存活 率 
明显 下 降 ， 同 时 观察 到 个 体 尾 部 发 黑 的 生物 学 表 
象 , 推测 是 由 于 MdSOD3 表达 敲 低 或 是 MdSOD3 所 
在 调控 通路 阻 断 造成 的 Cd “中 毒 现 象 。 实 验 结果 
提示 MdSOD3 不 仅 在 抗 氧 化 防御 系统 中 ,而 且 有 可 
能 在 抗 逆 应 激 作 用 过 程 中 , 通过 高 表达 减轻 重金 属 
离子 毒性 对 机 体 的 伤害 ， 以 及 在 整个 机 体 的 抗 逆 功 
能 等 方面 起 着 重要 的 作用 。 

在 大 肠 杆 菌 E. coli 中 对 高 等 生物 功能 基因 进 
行 重 组 表达 时 , 很 多 重组 蛋白 不 能 进行 正确 折 著 从 
而 失去 体内 蛋白 原始 的 三 级 空间 结构 和 活性 。 本 实 
验 利 用 电 透 析 的 方法 纯化 并 得 到 具有 酶 活性 的 
MdSOD3 ÆA, 通过 体外 表达 即 可 检测 到 该 重 日 的 
活性 , 由 此 推测 Md$0D3 在 家 晶体 内 的 活性 应 该 高 
于 体外 活性 , 同时 也 提示 MdSOD3 在 家 蝇 体 内 可 能 
具有 极 高 的 抗 氧化 活性 , 能 在 消除 应 激 引 起 的 氧化 
压力 中 起 重要 作用 。 
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